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1.   INTRODUZIONE 
 
   MICOBATTERI NON TUBERCOLARI:   PATOGENI DEL FUTURO? 
 
Si definiscono micobatteri non tubercolari (MNT) i micobatteri che non 
appartengono al Mycobacterium tuberculosis complex. Le differenze sostanziali fra 
quest’ultimo ed i MNT risiedono nella patogenicità, nell’habitat, nelle modalità di 
contagio e nella sensibilità ai chemioterapici. [Falkinham 3rd , 1996]. Da un punto 
di vista clinico, infatti, pur non essendoci protocolli terapeutici standardizzati, è 
stato utile aggregare specie non facilmente differenziabili, ma simili per il loro 
ruolo patogeno, in cluster noti come complessi (complex). Il più conosciuto di 
questi è il Mycobacterium avium complex. 
La particolare struttura della parete micobatterica ha enormi ripercussioni sulla 
loro gestione microbiologico-clinica per varie ragioni: 
- di infettività (tipo di disinfettanti e persistenza nell’ambiente: a questo proposito  
persino l’uso dell’ammonio quaternario e dei  fenoli ha scarsa efficacia).  [ Griffith 
et al., 2007] 
- farmacologiche  (uptake e bersaglio dei farmaci) 
- metaboliche   (coltura) 
- molecolari  (estrazione di DNA micobatterico) 
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Il loro riconoscimento come patogeni è avvenuto intorno agli anni ’50, favorito dal 
rapido declino della tubercolosi conseguente alla scoperta dei farmaci 
antitubercolari. Ovunque si è registrato negli anni, un leggero ma continuo 
incremento del numero dei casi, e questo anche escludendo dal conteggio i pazienti 
AIDS positivi. [Zavanella  et al., 2012] 
La tassonomia dei micobatteri non tubercolari (MNT) ha subito notevoli 
cambiamenti legati principalmente al passaggio dall’approccio fenotipico a 
quello genotipico. Una prima classificazione, fondata sul fenotipo, ha avuto 
come elementi portanti l’analisi dei caratteri colturali (velocità di crescita, 
pigmentazione delle colonie, temperatura di crescita, pattern lipidici della 
parete cellulare) e dei caratteri biochimici (soprattutto attività metaboliche).  
[Tortoli, 2003].  Storica è la classificazione di Runyon che, almeno per finalità 
didattiche, ha una certa utilità ancora oggi. Questi suddivise i MNT in base alla 
velocità di crescita ed alla presenza o assenza di pigmentazione delle colonie 
[Runyon, 1970]. 
La tassonomia basata sul genotipo si è sviluppata in seguito all’individuazione, 
all’interno del genoma, di regioni conservate (per esempio hsp65) regioni cioè che, 
regolando funzioni essenziali, hanno subito meno variazioni durante l’evoluzione e 
in cui le mutazioni, a livello di singole basi, risultano altamente informative. Esse 
costituiscono il target ideale per gli studi tendenti ad evidenziare affinità o 
diversità tassonomicamente utili. 
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Alcune di queste tecnologie, basate sull’impiego di sonde a DNA a catena singola, 
sono attualmente in grado di sostituire i test fenotipici per l’identificazione dei 
micobatteri non tubercolari più comuni. I vantaggi comprendono un notevole 
risparmio di tempo ed una specificità pressoché assoluta; gli svantaggi sono dati 
dal fatto che questi test sono disponibili, almeno al momento, per un numero 
limitato di specie, hanno un costo elevato ed una esecuzione complessa. [Scarparo,   
2011]; [Tortoli et al., 2013] 
I DNA-probe commerciali in uso sono: 
AccuProbe (GenProbe) 
Inno Lipa Mycobacterium  (solid-phase reverse hybridization) 
GenoType Mycobacteria 
 
AccuProbe ha come bersaglio l’rRNA 16S; la reazione è una ibridizzazione in 
fase liquida direttamente dalle colonie e la rivelazione è data in 
chemioluminescenza. Le specie identificate sono: M. kansasii, M. gordonae, M. 
avium complex o separatamente M. intracellulare e M. avium. 
 
Inno Lipa ha come bersaglio la regione spaziatrice fra i geni codificanti per 
l’rRNA 16S e 23S. Dopo aver estratto il DNA, si amplifica mediante PCR (primer 
biotinilati) e l’amplificato viene fatto ibridizzare con 21 sonde diverse tra di loro e 
poste in posizioni differenti su una strip di nitrocellulosa. Le diverse sonde 
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riconoscono le variazioni tipiche dei singoli genotipi e quindi l’amplificato si 
legherà solo con quelle specifiche del genotipo presente. La rivelazione avviene con 
un metodo enzimatico e colorimetrico (avidina-perossidasi). La specificità delle 
sonde adese alla striscia riguarda sia una specificità di genere, sia di specie (M. 
gordonae, M. fortuitum ecc..), sia intraspecifica (M. kansasii tipi I, II, III, IV, V; 
M. chelonae gruppi I, II,III, IV) che ancora  multipla ( MAIS complex ). Un 
limite di questo test può essere l’eventuale reattività crociata con specie rare. 
 
 
 
Per la metodica GenoType, il bersaglio è il gene codificante per l’rRNA 23S. La 
reazione è sempre una ibridizzazione inversa dell’amplificato, con varie sonde 
immobilizzate su 2 strisce di cellulosa anzichè su una. La rivelazione è enzimatica-
colorimetrica.  Sono stati sviluppati 2 diversi kit: 
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GenoType Mycobacterium CM (common mycobacteria) 
GenoType Mycobacterium AS (additional species) 
Un limite per questo test è dato dall’incorretta identificazione dei MAC non-M. 
avium, non-M. intracellulare. 
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Per le specie più rare, il test di riferimento è rappresentato dal sequenziamento. 
E’ un sistema aperto dato che le sue applicazioni riguardano l’identificazione di 
nuove specie, il riconoscimento di regioni in cui possono aversi mutazioni associate 
alla resistenza ai farmaci, il confronto di una sequenza in specie diverse, per 
ricostruirne la storia evolutiva [Frothingham & Wilson, 1993]. 
I possibili bersagli sono sia il 23S rRNA, sia gli spacer fra le regioni codificanti 
per l’RNA 16S e 23S, ma soprattutto, il gene codificante per l’rRNA 16S e quello 
per le heat shock protein, hsp65, gene altamente conservato. La metodica viene 
allestita amplificando per 2 volte la sequenza specie-specifica. La seconda 
amplificazione differisce dalla precedente per la presenza, assieme ai normali 
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nucleotidi, di un’aliquota di nucleotidi così detti ”terminator” ovvero nucleotidi 
modificati per interrompere la reazione di sintesi in posizioni specifiche lungo la 
sequenza. Quattro fluorocromi diversi, a seconda del tipo di base azotata presente, 
marcano i nucleotidi terminator. Dato che il legame dei nucleotidi terminator è 
casuale, si formano filamenti di tutte le lunghezze possibili: dalla più corta, nel 
caso in cui il terminator si leghi direttamente al primer, alla più lunga, in cui esso 
costituisce l’ultimo elemento della sequenza. 
 I frammenti così prodotti vengono ordinati elettroforeticamente all’interno di 
un capillare, in base alla loro lunghezza (la migrazione è inversamente 
proporzionale alla lunghezza del filamento) e la successione dei segnali fluorescenti 
riproduce la sequenza delle basi azotate. E’ utile avere la disponibilità di un 
database contenente le sequenze con cui si vuol confrontare il bersaglio. 
Ad oggi le specie MNT ufficialmente riconosciute sono più di 140 ( il 70% di queste 
sono state descritte negli ultimi 15 anni) e questo numero sta aumentando in base 
al progressivo riconoscimento di varianti di sequenza o sequevar. [Camaggi, 2013] 
Fra le specie con il numero di sequevar più elevato, si segnalano M. avium, M. 
intracellulare (facenti parte del  M. avium complex, MAC), e M. gordonae. 
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Secondo una review recentissima [Rindi & Garzelli,2014], la tassonomia basata 
sulle caratteristiche fenotipiche, aveva considerato per lungo tempo come 2 specie 
distinte, chiamate M. avium e M. paratuberculosis, i microrganismi che oggi sono 
raccolti nell’unica specie M. avium. Quando, a partire dagli anni ‘90, fu introdotta 
l’analisi molecolare del genoma, fu riscontrata variabilità nelle sequenze 
nucleotidiche del DNA estratto dai differenti microrganismi isolati [Bull et al., 
2003]. Tale variabilità era legata in parte ai single nucleotide polymorphisms 
(SNPS ) ed in parte a polimorfismi dovuti a delezioni, inserzioni, duplicazioni di 
tratti più ampi di DNA (LSPS). Il riconoscimento e lo studio di questa variabilità 
genetica, ha consentito l’attuale più precisa organizzazione tassonomica e la 
comprensione della filogenesi della specie M. avium. Essa attualmente è suddivisa 
in 4 sottospecie definite in parte dal loro spettro d’ospite e cioè M. avium 
subspecie avium (MAA); M. avium subsp. paratuberculosis (MAP); M. avium 
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subsp. silvaticum (MAS) e, più recentemente, M. avium subsp.  hominissuis  
(MAH).  
Con i SNPS, attraverso l’analisi di sequenza multilocus, sono stati studiati 10 geni 
altamente conservati nelle 4 subsp [Turenne et al., 2008]. Negli isolati MAH vi è 
un alto tasso di mutazioni sinonime con scarsa ricaduta sul fenotipo; al contrario 
negli isolati MAS e MAA si hanno scarse mutazioni, ma con un’ alta percentuale di 
non sinonime. Da un punto di vista pratico detti marcatori si sono rivelati utili sia 
per gli studi filogenetici che per la differenziazione dei vari sottotipi [ Telenti et 
al., 1993]. 
Tra i LSPS il riconoscimento di frammenti di DNA variamente inseriti nelle 
varie subspecie è stato di grande importanza nel definirle. Sono detti elementi IS o 
sequenze d’inserzione. Esse sono presenti in numero variabile di copie e sono 
capaci di muoversi da un sito all’altro del genoma, in molti casi in maniera 
casuale, ma alcune hanno siti bersaglio-specifici o preferenziali. Le sequenze 
d’inserzione sono state raggruppate in famiglie in base alla loro organizzazione 
genetica ed al loro range d’ospite e le più importanti per M. avium, sono l’IS1245, 
IS1311, IS900, IS901 [Turenne et al., 2007].  
Altri LSPS sono di frequente riscontro. Ancora si possono riscontrare ripetizioni 
in tandem anche nella forma di sequenze minisatellite ( MIRU-VNTR). [Bull et 
al.,2003]. 
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La biologia molecolare applicata allo studio di questi microrganismi ha 
permesso di costruire ipotetici alberi filogenetici .  Tutti gli autori concordano che 
la subspecie MAH sia il ceppo progenitore: l’ampia variabilità genetica che lo 
caratterizza, ha generato da un lato le subspecie MAS/MAA, dall’altro la subspecie 
MAP nelle sue varianti sheep, cattle e bison. Si discute se sia esistito un ceppo 
proto-MAP da cui sia originato da un lato MAP-sheep, dall’altro MAP-cattlle e da 
questo MAP-bison; alcuni autori, infatti, non riconoscono l’esistenza di un proto-
MAP e ritengono che MAP-sheep sia il ramo da cui origina MAP-cattle e MAP-
bison. [Bannantine et al., 2012] ; [ Sohal et al., 2010] 
Sicuramente M. avium subsp. hominissuis (MAH), è la specie su cui più si è 
focalizzata l’attenzione dei ricercatori, con conseguente produzione negli anni di 
numerose pubblicazioni scientifiche. Brevemente ed in generale, parlerò delle 
peculiarità che ragionevolmente ne fanno un patogeno di rilevanza mondiale. 
Come suggerisce il nome, i due ospiti fondamentali sono gli uomini ed i suini; 
occasionalmente è stato isolato in molte altre specie animali, sia domestiche che 
selvatiche. Pur presente nel suolo, d’importanza cruciale sono le fonti d’acqua sia 
naturali sia artificiali da cui M. avium subsp. hominissuis è molto spesso isolato.    
[Hilborn et al.,2006] ; [Vaerewijck et al., 2005] 
 Allo stato attuale delle conoscenze, quindi, mentre non vi è evidenza di 
trasmissione interumana diretta, l’acqua costituisce il serbatoio delle infezioni 
soprattutto polmonari di cui il microrganismo è responsabile: il tratto respiratorio 
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rappresenta, infatti, il suo bersaglio preferito. Altra sede frequentemente colpita, 
nei bambini, sono i distretti linfonodali cervicali [Bruijnesteijn et al., 2008] dove si 
manifestano linfoadenopatie correlate, sia alla dose infettante, sia alla 
colonizzazione più o meno lunga dell’oro-faringe. Questo è stato evidenziato da 
uno studio che prende in esame un campione di 183 bambini svedesi affetti da 
linfoadenopatia latero-cervicale da M. avium negli anni 1998-2003. [Thegerström 
et al., 2008] 
Gli autori hanno dimostrato un’incidenza variabile della malattia in relazione 
sia alla stagionalità - i picchi più alti si avevano in ottobre, quelli più bassi in 
aprile –, sia alla vicinanza delle abitazioni all’acqua: incidenza più alta di malattia 
per i bambini che abitavano in prossimità di fiumi e di laghi. 
Dal momento che M. avium può colonizzare le mucose anche per lungo tempo, è 
indispensabile individuare le condizioni che innescano la malattia. I fattori 
predisponenti sono tanti, ma il principale è risultato l’abbassamento delle difese 
immunitarie sistemiche a causa di patologie concomitanti come in primo luogo 
AIDS - si ritiene che M. avium colpisca oltre il 50% dei pazienti con AIDS non 
trattati con antiretrovirali - seguono poi deficit ereditari della risposta 
immunitaria e trattamenti immunosoppressivi post-trapianto. A questo proposito 
uno studio, pubblicato nel febbraio del 2014, analizza casi di malattia da MNT 
dopo trapianti di organo solido quali polmone, fegato, rene, cuore. E’ stato 
osservato che M. avium insieme a M. abscessus, è di gran lunga il patogeno isolato 
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più frequentemente dai pazienti trapiantati, ed il polmone, compresa la pleura, 
risulta l’organo trapiantato più colpito [Longworth et al., 2014]. 
Altre situazioni, favorenti la malattia, sono i danni anatomici del sistema 
bronco-polmonare di varia origine: broncopneumopatie croniche ostruttive, 
bronchiti croniche spesso associate a tabagismo, pneumoconiosi e la fibrosi cistica. 
Molteplici sono i fattori che in FC possono predisporre all'infezione da MNT: il 
danno strutturale polmonare, lo stato nutritivo scadente, i frequenti trattamenti 
antibiotici endovenosi, il diabete mellito, la terapia corticosteroidea, l'aspergillosi 
broncopolmonare, l'utilizzo di broncoscopi o apparecchi per l'aerosol contaminati.   
Pertanto il ritrovamento del microrganismo viene considerato un importante 
marker del deterioramento delle funzioni polmonari [Olivier et al., 2004 ]. 
Come in ogni processo morboso, è necessario fornire un’adeguata terapia 
farmacologica che, però, non sempre risulta efficace. I MNT non sono quasi mai 
sensibili all’isoniazide ed alla pirazinamide, farmaci di prima scelta invece per M. 
tuberculosis. Per quanto riguarda i test di farmaco-sensibilità, questi non sono 
ancora del tutto standardizzati e disponibili sotto forma di kit commerciali come 
per esempio per M. tuberculosis. Associando da tre a cinque principi attivi, si 
osserva spesso una riduzione della batteriemia ed un miglioramento della 
sintomatologia, tuttavia una terapia che preveda l’uso prolungato di questi 
farmaci, con un incremento notevole della tossicità, è  inapplicabile nei pazienti 
fortemente debilitati. Sono stati studiati due principi attivi da impiegare in 
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monoterapia e con cui si sono avuti buoni risultati: i macrolidi claritromicina e 
azitromicina. Con queste due molecole è stata riscontrata una correlazione fra i 
risultati dei test di farmaco-sensibilità e la risposta clinica con M. avium. [British 
Thoracic Society Research Committee, 2002] ; [Fujikane et al., 2005] ; [Green et 
al., 1993]  
Di fatto molti autori sono abbastanza concordi nel riconoscere una netta 
predisposizione del microrganismo al fenomeno della resistenza. Le cause di 
difficoltà nella terapia possono essere:  
-Lo strato esterno lipidico che lo rende molto impermeabile e difficile da 
attaccare dall’antibiotico  
-La localizzazione intracellulare 
-La stessa terapia a lungo termine che comporta una maggiore probabilità 
dell’emergere di resistenze ed una maggiore tossicità 
-La terapia a lungo termine comporta anche una minore accettabilità 
(compliance) da parte del paziente 
Dalle numerose sperimentazioni cliniche, fatte nel tentativo di predisporre un 
adeguato protocollo terapeutico, è emersa come più efficace, un’associazione di un 
macrolide con una rifamicina (rifampicina) e con etambutolo; in più viene 
aggiunto un farmaco parenterale (streptomicina o amikacina) ed un 
fluorochinolone per favorire una più rapida azione battericida. 
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2.   SCOPO DELLA TESI 
 
Nel mondo, la frequenza d’isolamento di MNT da campioni provenienti da 
pazienti affetti da processi infettivi a varia localizzazione, prevalentemente 
polmonare, è in aumento. Abbiamo voluto esaminare i dati derivati da campioni 
afferiti nel quinquennio 2009-13, al laboratorio del servizio di Microbiologia, del 
Dipartimento di Patologia Sperimentale, Biotecnologie Mediche, Infettivologia ed 
Epidemiologia, dell’Università di Pisa. Lo scopo è, in primo luogo, verificare se 
anche nel territorio afferente l’area vasta nord-ovest della Regione Toscana, è 
presente questo trend in crescita. Il secondo obiettivo è verificare le caratteristiche 
di diffusione di queste infezioni, in relazione alla varietà di specie presenti, di 
sottoinsieme di popolazione aggredita, di organi e tessuti colonizzati, anche per 
essere pronti a contrastare la subdola diffusione di questi agenti patogeni, il cui 
trattamento può presentare problemi. 
L’area vasta nord ovest è una delle tre macro-ripartizioni del sistema sanitario 
toscano: comprende le province di Pisa (salvo quattro comuni del Valdarno 
inferiore), Livorno, Lucca, e Massa Carrara; gli abitanti, di cui ha la “mission” di 
prendersi cura, sono, secondo le stime attuali, circa 1.284.625, diffusi su un 
territorio che presenta notevoli disomogeneità. Gli abitati medio piccoli, 
concentrati intorno alla foce dell’Arno e degli altri fiumi vicini, tendono ormai a 
formare un continuum di più grosse dimensioni. Per quel che riguarda il territorio, 
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si va dalla piana dell’Arno e del Serchio, particolarmente ricche d’acqua, alla 
costa, a terreni collinari a volte molto aridi come la Vald’Era, a vasti tratti 
montani appenninici ed infine alle piccole isole. Anche da un punto di vista 
lavorativo accanto ad ampie zone a vocazione agricola anche con uso di sostanze 
chimiche (floricoltura), abbiamo località con intensa presenza industriale come la 
zona di Piombino, le cartiere della Lucchesia, la zona intorno al porto di Livorno, 
e a Pontedera. Non mancano i boschi, né attività particolari come l’industria 
geotermica con presenza di vapori caldi e l’estrazione e la lavorazione del marmo 
che espongono alle pneumoconiosi. Durante l’estate è presente un notevole flusso 
di turisti. Sono presenti stabilmente circa 97.300 stranieri tra cui numerosi 
provenienti da paesi extraeuropei. 
Quest’area vasta offre la più ampia variabilità ambientale alla crescita di questi 
ed altri microrganismi. 
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3.  ISOLAMENTO ED IDENTIFICAZIONE DI  MNT  DA  CAMPIONI CLINICI 
 
3.1  Campioni clinici  
 
Sono stati processati oltre 15.000 campioni clinici pervenuti nel corso degli anni 
2009-2013 al servizio di Microbiologia dell’AOUP presso il Dipartimento di 
Patologia Sperimentale, Biotecnologie mediche, Infettivologia ed Epidemiologia 
dell’Università di Pisa, per la ricerca di bacilli alcool-acido resistenti.  
I campioni provenienti da distretti polimicrobici sono stati decontaminati, 
fluidificati e concentrati per l’esecuzione degli esami microscopico e colturale in 
accordo con le procedure standard (Kent e Kubica,1985).  
I campioni di espettorato, i lavaggi broncoalveolari, i broncoaspirati, e gli 
essudati sono stati trasferiti in quantità di 5 ml, dai contenitori sterili in cui sono 
giunti al laboratorio,  in provette da centrifuga a fondo conico da 50 ml. Nel caso 
in cui la quantità di campione inviato non raggiungeva 5 ml essa  veniva portata a 
volume mediante aggiunta di soluzione fisiologica sterile.  
I campioni di urina sono stati travasati in quantità di 50 ml nelle stesse 
provette da centrifuga e sottoposti a concentrazione mediante centrifugazione a 
3000 x g per 20 minuti. Il sovranatante è stato quindi decantato ed il sedimento 
ottenuto sospeso in 2 ml di soluzione fisiologica sterile. 
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Nel caso di prelievi bioptici, prima del trattamento decontaminante, è stata 
effettuata una digestione meccanica del tessuto mediante un’ omogeneizzatore 
(STOMACHER), sospendendo il materiale in 5 ml di soluzione fisiologica sterile. 
Per la decontaminazione e fluidificazione dei campioni, è stata utilizzata una 
soluzione di N-acetil-L-cisteina e idrossido di sodio (NALC-NaOH) attivata 
(Reagente BBL MycoPrep), costituita da NALC (C5H9NO3S) allo 0.03%, NaOH al 
2% e citrato di trisodico (Na3C6H5O7·2H2O) all’1.4%. 
Il citrato di sodio è utile per legare gli ioni metallici eventualmente presenti nel 
campione e che potrebbero inattivare la NALC. Tale soluzione è stata aggiunta 
nelle provette da centrifuga in un volume uguale a quello del campione in esse 
contenuto ed è stata lasciata agire a temperatura ambiente per 15 minuti, previa 
agitazione su vortex per liquefare il materiale clinico. Le sospensioni sono poi state 
portate a volume (50 ml) mediante aggiunta di tampone fosfato (Tampone fosfato 
BBL MycoPrep) costituito da fosfato disodico allo 0.47% e fosfato monopotassico 
allo 0.45%, pH 6.8; le provette sono state agitate per inversione e centrifugate a 
3000 x g per 20 minuti. Il supernatante è quindi stato decantato ed il sedimento 
sospeso in 1.5 ml di soluzione fisiologica sterile. 
La sospensione ottenuta è stata utilizzata per l’allestimento dell’esame 
microscopico e per l’inoculo nei terreni di coltura. 
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I campioni provenienti da distretti sterili sono stati inoculati direttamente nei 
terreni di coltura ed utilizzati per l’allestimento dell’esame microscopico senza 
subire alcun trattamento. 
 
3.2  Esame batterioscopico 
 
Per la preparazione dello striscio sono stati utilizzati vetrini nuovi e ben 
sgrassati, contrassegnati con i dati identificativi del campione. Sulla superficie dei 
vetrini sono state poste 1-2 gocce di una soluzione proteica (siero di coniglio 
fenolato) per migliorare l’adesività del campione al supporto. Utilizzando una 
pipetta sterile, un’aliquota della sospensione ottenuta dal trattamento dei 
campioni clinici, è stata trasferita sul vetrino, miscelata con la soluzione proteica e 
distribuita su una superficie di circa 1.5 cm x 1.5 cm. I preparati sono stati lasciati 
asciugare all’aria e poi fissati passandoli per tre volte sulla fiamma di un becco 
Bunsen. 
E’ stata quindi eseguita la colorazione di Ziehl-Neelsen: i vetrini sono stati 
coperti con carbolfucsina di Ziehl e scaldati con la fiamma di un batuffolo di 
cotone fino alla formazione dei primi vapori; gli strisci sono stati colorati con 
carbolfucsina per 5 minuti, trascorsi i quali il colorante in eccesso è stato rimosso 
lavando con acqua di fonte. 
La decolorazione con alcool-acido è stata effettuata per circa 50 secondi ed è 
stata seguita da un secondo lavaggio del vetrino con acqua corrente. 
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Nell’ultima fase della colorazione, la controcolorazione con blu di metilene, i 
vetrini sono rimasti coperti dal colorante per 2 minuti e, successivamente, lavati 
con acqua di fonte. 
I vetrini colorati sono stati lasciati asciugare all’aria per poi essere osservati al 
microscopio con obiettivo 100X ad immersione. 
 
3.3  Isolamento colturale 
 
L’isolamento colturale dei micobatteri è stato effettuato mediante il sistema 
fluorimetrico BACTEC MGIT 960. Alle provette di coltura MGIT sono stati 
aggiunti 0.5 ml di supplemento di crescita OADC (acido oleico, albumina, 
destrosio e catalasi), 0.1 ml di miscela antibiotica PANTA e 0.5 ml di sospensione 
concentrata del campione, quindi sono state inserite nello strumento in cui sono 
state incubate a 37°C per un periodo ininterrotto di sei settimane e monitorate 
ogni 60 minuti per rilevarne l’aumento di fluorescenza. Le provette identificate 
come positive dallo strumento sono state rimosse e con il relativo materiale si è 
proceduto all’allestimento di uno striscio per verificarne l’alcol-acido resistenza . 
Se lo striscio ha dato esito positivo per “AFB (acid-fast bacilli)” la coltura in 
questione è stata utilizzata per saggiare la farmaco-sensibilità, ed i batteri isolati 
sono stati identificati con sonde molecolari (vedi sotto); se, invece, l’esito 
dell’esame microscopico è stato negativo si è allestita una subcoltura su agar 
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sangue per evidenziare una eventuale contaminazione. I campioni contaminati 
non sono stati sottoposti ad ulteriori test. 
 
3.4  Identificazione degli isolati  
 
Sono stati impiegati 2 diversi sistemi commercialmente disponibili per 
l’identificazione degli isolati clinici di  MNT. 
 
3.4.1  Identificazione mediante sonde Accuprobe 
 
Sono state impiegate sonde genetiche AccuProbe (Gen-Probe, bioMérieux) 
specifiche per M. tuberculosis complex, M. avium complex, M. gordonae.  
 
Preparazione del campione 
 
Il contenuto delle provette MGIT, la cui sospensione batterica mostrava una  
torbidità  equivalente o maggiore allo standard 1 di Mc Farland, è stato trasferito 
in provette coniche da 20 ml. 
Le provette sono state centrifugate a 3000 x g per 20 minuti; il sovranatante è 
stato quindi delicatamente decantato in una provetta con tappo a vite ed il pellet 
è stato agitato vigorosamente su vortex. Sono stati aggiunti al sedimento 100 µl di 
reagente di lisi (Lysis reagent), costituito da soluzione tampone, azide di sodio allo 
0.04% e alcune palline di vetro; 100 µl della sospensione batterica ottenuta sono 
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quindi stati trasferiti negli appositi tubi di lisi forniti nel kit (Lysing reagent 
tubes), addizionati con  100 µl di tampone di ibridazione (Hybridization buffer) ed 
agitati nuovamente su vortex. 
 
Lisi del campione 
 
I tubi sono stati inseriti nell’apposito rack e le cellule sono state  sonicate per 15 
minuti; per ottimizzare il trattamento con ultrasuoni l’acqua del sonicatore (GEN-
PROBE Sonicator, bioMérieux) è stata precedentemente degassata per 15 minuti. 
A questo punto è stato operato il trasferimento dei tubi nel blocco riscaldante a 
95°C (Twin Dry Heat Bath, bioMérieux) dove sono stati incubati per 10 minuti. 
 
Ibridazione  
 
Sono stati trasferiti 100 µl del campione lisato nelle apposite provette 
contenenti il probe liofilo (Probe reagent tubes); i tubi sono stati poi inseriti nel 
blocco riscaldante a 60°C dove sono stati incubati per 15 minuti. Ai campioni sono 
stati quindi aggiunti 300 µl di reattivo di selezione (Selection Reagent), le provette 
sono state agitate su vortex, trasferite di nuovo nel blocco riscaldante a 60°C ed ivi 
mantenute per 10 minuti. Trascorso il tempo d’incubazione, i tubi sono stati tolti 
dal blocco riscaldante e lasciati a temperatura ambiente per almeno 5 minuti. 
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Lettura 
La lettura dei campioni è stata effettuata entro 60 minuti, utilizzando 
l’apposito luminometro (GEN-PROBE LEADER 50i Luminometer, bioMérieux)  
in cui sono stati inseriti i due flaconi contenenti i reagenti di rivelazione: Detection 
Reagent I composto da perossido di idrogeno allo 0.1% in acido nitrico 0.001 N, e 
Detection Reagent II costituito da idrossido di sodio 1 N. Il valore di cut-off del 
segnale generato era fissato a 30.000 RLU (Relative Light Units).  
 
3.4.2.  Identificazione mediante INNOLipa 
 
Lisi delle cellule micobatteriche ed estrazione degli acidi  nucleici 
 
Si trasferisce in una provetta da microcentrifuga da 1.5 ml, un’aliquota di 500 µl 
da ciascuna coltura positiva; la si centrifuga a 13.000 x g per 10 minuti e si elimina 
il sovranatante. Il sedimento ottenuto viene risospeso in 100 µl di tampone TE (10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA [pH 8.0]),  riscaldato successivamente a 100°C per 10 
minuti, e centrifugato a 13.000 x g per 10 secondi.  
 
Amplificazione del DNA mediante PCR 
 
Si utilizzano 10 µl del sovranatante contenente gli acidi nucleici estratti dal 
micobatterio, per l’amplificazione che si effettua, mediante PCR, sulle regioni 
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spaziatrici dell’rRNA 16S - 23S della specie Mycobacterium. Brevemente, 10 µl di 
DNA estratto sono trasferiti in una provetta da 0.2 ml, contenente 40 µl della 
miscela di amplificazione. Detta miscela include: 19.7 µl di acqua distillata 
autoclavata, 10 µl di tampone di amplificazione con tutti i desossinucleosidi 5’-
trifosfati,  0.3 µl di DNA polimerasi termostabile (Taq DNA polimerasi, 5 U/µl; 
Promega, Madison, Wis.), e 10 µl della soluzione MYC primer contenente i primers 
biotinilati e MgCl2. Tutti i reagenti eccetto la DNA polimerasi termostabile sono 
forniti dalla ditta produttrice. La PCR è condotta in un termociclatore 
automatico con il seguente profilo di amplificazione: denaturazione iniziale a 95°C 
per 1 minuto, seguita poi da 40 cicli: 95°C per 30 secondi, 62°C per 30 secondi, e 
72°C per 30 secondi.  
 
 Ibridizzazione  e rivelazione del prodotto amplificato 
 
L’architettura della striscia LiPA permette la simultanea identificazione di 16 
differenti specie micobatteriche. Una volta che la PCR è stata portata a termine, 
l’amplificato biotinilato viene ibridizzato con una striscia di tipizzazione sulla 
quale sono fissate, disposte in  parallelo, 22 sonde di DNA specifiche e 2 controlli. 
La tecnica utilizzata per questo passaggio è quella dell’ibridizzazione inversa. 
Successivamente, è aggiunta streptoavidina marcata con fosfatasi alcalina che si 
lega all’ibrido biotinilato formatosi. All’inizio del procedimento dell’ibridizzazione 
inversa, un’aliquota di 10 µl dell’amplificato viene denaturata con una soluzione 
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specifica in una vaschetta contenente la striscia LiPA; si aggiungono poi 2 ml di 
soluzione di ibridizzazione calda (62°C) e si incuba a questa temperatura per 30 
minuti su di una piattaforma oscillante. La striscia è poi lavata 2 volte per 3 
minuti con 2 ml di soluzione di lavaggio stringente. Si incuba ancora a 62°C per 4 
minuti. La restante parte della procedura viene condotta a temperatura ambiente. 
La striscia viene lavata 2 volte con soluzione di lavaggio e viene incubata per 30 
minuti con streptoavidina marcata con fosfatasi alcalina (coniugato). Si lava 
ancora la striscia per 2 volte con 2 ml di soluzione di lavaggio, ed una volta con 2 
ml di tampone substrato. Si incuba la striscia con la soluzione - substrato (5-
bromo-4-chloro-3-indoylphosphate e nitroblue tetrazolium) per 30 minuti in 
agitazione. Infine, la striscia è lavata 2 volte con 2 ml di acqua distillata. La 
reazione, se positiva, determina la formazione di  bande di color viola-marrone 
sulla striscia, in corrispondenza delle sonde che si sono legate al DNA amplificato 
dal campione in studio. Ogni striscia include un controllo positivo: la sonda di 
ibridizzazione per il genere Mycobacterium (MYC control) che deve essere sempre 
positiva quando è presente un microrganismo appartenente a questa specie. Altro 
controllo che deve essere sempre visibile, è la linea del coniugato.   
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3.5    Antibiogramma 
 
Come accennato in precedenza, i test di farmaco-sensibilità per MAC, risultano 
ancora non pienamente standardizzati. Un buon test è il metodo di 
macrodiluizione in terreno liquido con l’aggiunta di 14C (sistema radiometrico). 
Questo sistema, messo in commercio dall’azienda Becton-Dickinson,  con il nome 
di BACTEC  TB460,  permette la rivelazione della crescita batterica in flaconi di 
coltura, mediante la misurazione della 14CO2  liberata durante la decarbossilazione 
dei substrati marcati (acido palmitico nel caso dei micobatteri) presenti nel 
terreno. Tale 14CO2, presente nell’aria al di sopra del terreno nel flacone, viene 
aspirata, tramite un ago sterile, da una pompa e convogliata in una camera ionica 
dove un elettrometro, devoluto alla lettura della radioattività emessa, misura la 
bassissima corrente prodotta. La corrente è amplificata, quantificata ed indicata 
come Growth Index (GI), o indice di crescita.  Un GI pari ad  1 corrisponde a 25 x 
10-5 µCi (microcurie). 
I valori di GI considerati negativi sono compresi tra cinque e sei. Se il GI supera 
il valore di dieci, il flacone è considerato positivo. 
   Questa metodica ha permesso di studiare la suscettibilità ai tre farmaci di 
scelta per M. avium complex: claritromicina, etambutolo e rifabutina. Per ciascun 
farmaco sono state testate 3 concentrazioni: 
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Farmaco 
 
Soluzione 
madre 
(mg/ml) 
Solvente/Diluente 
 
Soluzione  
  lavoro 
 (µg/ml) 
Concentrazione 
   Finale (µg/ml) 
Claritromicina 2,56 metanolo/acqua 1280 
 
32 – 8 – 2 
 
Etambutolo 1       acqua 320 
 
8 – 4 – 2 
 
Rifabutina 1 metanolo/acqua 80 
 
2 – 0,5 – 0,125 
 
 
Ad ogni flacone sono stati aggiunti 0,1 ml di ciascuna diluizione di farmaco e 0,5 
ml di sospensione batterica diluita 1/100; un’ulteriore diluizione 1/100 di tale 
sospensione è stata inoculata in un flacone di controllo. I flaconi sono stati quindi 
incubati a 37°C e letti giornalmente per un massimo di 8 giorni. Il micobatterio 
viene considerato sensibile ad una determinata concentrazione di farmaco, quando 
in nessuna delle letture giornaliere è superata la soglia di 50 GI e l’eventuale 
incremento non risulta superiore al corrispondente incremento registrato nel 
flacone di controllo.  
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 I vantaggi di questo metodo, sono legati, sia all’assenza di sostanze in grado di 
alterare i farmaci utilizzati per la sensibilità, sia al breve periodo d’incubazione, 
sia alla possibilità di avere un confronto per la cinetica di crescita, con il flacone di 
controllo, inserito all’interno del sistema.  
Purtroppo il suo utilizzo è ostacolato dalla presenza di reagenti radioattivi non 
più consentiti dalla normativa vigente. 
Il metodo attualmente più diffuso, infatti, è il sistema MGIT (Mycobacteria 
Growth Indicator Tube) sempre della Becton-Dickinson. Anche in questo caso si 
ha una coltura in terreno liquido (provette), ma il sistema rivelatore della crescita 
micobatterica è un composto fluorescente (complesso metallico di Rutenio) che 
accresce l’emissione con la riduzione della tensione di O2 nel mezzo: questa è 
proporzionale alla crescita dei microrganismi. 
Ancora da stabilire, con il test della macrodiluizione, è l’utilizzo di un pH 
ottimale, per quanto riguarda la sensibilità ai soli macrolidi: claritromicina, in 
primo luogo, ma anche azitromicina. 
 Apro una parentesi. La claritromicina è un derivato semisintetico 
dell’antibiotico naturale eritromicina. La sua struttura presenta un anello 
lattonico a 14 atomi e residui zuccherini nelle posizioni 3 e 5 dell’anello 
macrociclico. E’ acidostabile per la presenza di un gruppo metilico sull’anello 
macrolattonico, e lipofila. 
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 La claritromicina si lega alla subunità 50S del ribosoma arrestando la sintesi 
proteica. 
Il risultato di tale interazione è il blocco della traslocazione del peptidil-tRNA 
dal sito accettore al sito peptidilico, esplicando  prevalentemente un’azione 
batteriostatica. 
L’azitromicina è il primo macrolide a 15 atomi e capostipite dei macrolidi di 
seconda generazione. Ha ottime proprietà farmaco-cinetiche, che le consentono di 
essere assorbita rapidamente e di persistere in circolo e nei tessuti per più di 24 ore. 
 
 
 Per la loro conformazione chimica, a pH leggermente alcalino (7.3-7.4), queste 
due molecole esplicano una maggiore attività in vitro, rispetto al pH debolmente 
acido (6.8) presente nel terreno dei flaconi del sistema BACTEC. Si può 
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alcalinizzare il brodo Middlebrook 7H9 del flacone, fino al pH desiderato, con 
idrossido di potassio 1M (in alternativa soluzione sterile al 3% di fosfato 
tripotassico), ed eseguire ambedue i test, ma devono essere stabilite le 
concentrazioni del farmaco opportune ed i relativi criteri interpretativi. Inoltre, 
l’intero procedimento deve essere rigoroso, i vari passaggi (dalle diluizioni per 
raddoppio con il farmaco, dalle sospensioni della coltura da inoculare nei flaconi 
contenenti i farmaci ed in quelli di controllo, ed infine dalla lettura quotidiana 
dell’indice di crescita) devono portare ad una crescita ottimale fissata da criteri 
standard sia nei flaconi di controllo come in quelli da testare. La sensibilità per 
l’azitromicina è saggiata esclusivamente con BACTEC a pH 6.8 con le seguenti 
diluizioni: 1/32, 1/128 ed 1/512. Per il saggio di sensibilità nei confronti, invece, 
della sola claritromicina è stato aggiunto anche il metodo della microdiluizione 
sempre in terreno liquido, utilizzando il sistema Trek Sensititre che permette di 
ottenere la determinazione della concentrazione minima inibente (MIC) su piastre 
da microtitolazione. Nei pozzetti sono presenti diluizioni per raddoppio del 
farmaco da 0.06 a 64 µ/ml (secondo indicazioni specifiche pervenute da parte di 
Microbiologi, Farmacologi ed Infettivologi) e l’inoculo batterico è preparato, 
diluendo 50 µl della sospensione, in 10 ml di terreno di Müller-Hinton addizionato 
di OADC. Successivamente 100 µl della miscela vengono distribuiti nei singoli 
pozzetti della piastra che è incubata a 37°C e letta dopo 7 giorni. 
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La Claritromicina viene testata per tre concentrazioni sia con  metodo BACTEC 
che con microdiluizione in brodo (MDB). Entrambi i test sono eseguiti sia a pH 6.8 
che a pH 7.3 - 7.4.  
Farmaci e relative concentrazioni consigliate per il test di sensibilità di 
Mycobacterium avium complex 
 
Farmaco Solvente Diluente Soluzione 
Madre (mg/ml) 
Soluzione 
di lavoro 
(µg/ml) 
Metodo 
(pH) 
Concentrazioni 
da testare 
Claritromicina Metanolo 
Acqua 
2,56 1280 BACTEC460  
(pH 6,8) 
64-16-4 
MDB 
(pH 6,8) 
64-32-16-8-4-2-1 
BACTEC460 
(pH 7,3-7,4) 
32-8-2 
 
MDB 
(pH 7,3-7,4) 
64-32-16-8-4-2-1 
Azitromicina Etanolo 
Acqua 
10,240 5120 BACTEC460 
(pH 6,8) 
512-128-32 
 
MDB: microdiluizione in brodo 
 
I risultati di questi test identificano tre livelli di sensibilità all’azione dei 
farmaci: “Sensibile” “Intermedio” e “Resistente”. Le quattro varianti 
d’esecuzione del test per la Claritromicina, influenzano i range di variabilità di 
ciascuna categoria. A pH 7.3-7.4, il farmaco inibisce la crescita batterica a 
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concentrazioni più basse. Questo permette di separare microrganismi wild-type 
(senza meccanismi di resistenza acquisiti) da quelli non wild-type (con uno o più  
meccanismi di resistenza acquisiti), in maniera da poter applicare con maggior 
precisione ed efficacia la “ tailored therapy ”(terapia su misura).  
 
 
Criteri interpretativi per il test di sensibilità di Mycobacterium avium complex ai macrolidi 
MIC (µg/mL) per categoria 
Farmaco 
Metodo 
(pH) 
Sensibile Intermedio Resistente 
BACTEC 460 
(pH 6,8) 
≤ 16 32 ≥ 64 
MDB 
(pH 6,8) 
≤ 16 32 ≥ 64 
BACTEC 460 
(pH 7,3-7,4) 
≤ 4 8-16 ≥ 32 
Claritromicina 
MDB 
(pH 7,3-7,4) 
≤ 8 16 ≥ 32 
Azitromicina BACTEC 460 
(pH 6,8) 
≤ 128 256 ≥ 512 
MDB:  microdiluizione in brodo 
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4.   RISULTATI 
 
4.1  Esposizione dei dati generali 
Al servizio di Microbiologia, presso il Dipartimento di Patologia Sperimentale, 
Biotecnologie Mediche, Infettivologia ed Epidemiologia, dell’Università di Pisa, 
nel quinquennio 2009-2013 sono pervenuti oltre 15.000 campioni clinici per la 
ricerca di bacilli alcool-acido resistenti. In 349 casi si è giunti all’isolamento di 
micobatteri; in 99 campioni clinici sono stati identificati dei micobatteri non-
tubercolari (Figura 1). Essi provengono da 96 pazienti, in quanto in tre casi sono 
stati esaminati due campioni raccolti in tempi successivi. 
 
MTBC: 250  (72%)
MNT: 99  (28%)
 
Figura 1. Totale dei micobatteri isolati e rispettive percentuali delle 
                           forme tubercolari e non  tubercolari 
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La provenienza dei campioni relativi a questo specifico gruppo (Tabella 1) era, 
per circa 2/3 (61 casi), dall’Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana; gli altri 38, 
provenivano dai vari ospedali della regione Toscana, infine due erano stati inviati 
da una clinica  privata. 
 
Provenienza N° campioni 
AOUP 
Ospedale Carrara 
Ospedale Livorno 
Ospedale Massa 
Ospedale Pontedera 
Ospedale Lucca 
Ospedale Fivizzano 
Ospedale Piombino 
Clinica S. Rossore 
61 
14 
8 
7 
3 
2 
1 
1 
2 
Totale 99 
Tabella 1. Provenienza dei campioni clinici 
 
Osservando il diagramma a torta relativo ai microrganismi isolati (Figura 2), si 
nota che le specie del M. avium-complex e M. avium costituiscono circa il 50% 
degli isolati; altre specie micobatteriche frequentemente isolate sono rappresentate 
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da M. intracellulare (6%), M. gordonae (13 %) e M. xenopi (9 %). Le altre specie 
micobatteriche, indicate nelle Figure 2 e 3, sono state isolate più raramente. 
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M. avium complex
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M. intracellulare
M. gordonae 
M. xenopi
M. fortuitum
M. kansasii
M. abscessus
M. chelonae complex
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M. celatum
M. chelonae
M. fortuitum complex
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M. marinum
M. phocaicum
M. scrofulaceum
M. simiae
 
Figura 2.  Specie di MNT isolati e loro percentuali 
 
 37 
0
2
4
6
8
10
12
14
M.
 
go
rdo
na
e 
M.
 
xe
no
pi
M.
 
for
tui
tum
M.
 
ka
ns
as
ii
M.
 
ab
sc
es
su
s
M.
 
ch
elo
na
e 
co
m
ple
x
NT
M 
(sp
p.)
M.
 
ce
lat
um
M.
 
ch
elo
na
e
M.
 
for
tui
tum
 
co
m
ple
x
M.
 
len
tifla
vu
m
M.
 
m
ar
inu
m
M.
 
ph
oc
aic
um
M.
 
sc
ro
fula
ce
um
M.
 
sim
iae
 
Figura 3.  N° Micobatteri non tubercolari non MAC suddivisi per specie 
 
Come mostrato in Figura 4, il numero di isolamenti di MNT è andato 
progressivamente aumentando nel periodo della presente casistica. 
n° casi
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Figura 4. Andamento annuale del numero d’isolati di MNT 
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Questo appare come il frutto di vari eventi. In primo luogo è conseguente 
all’impatto delle potenzialità discriminatorie della biologia molecolare nella 
diagnostica, soprattutto per quanto riguarda l’identificazione di specie rare. Anche 
il progressivo espandersi di nuove specie dalle nicchie ecologiche in cui erano 
relegate, ad altri ambienti, genera questa biodiversità. Altro aspetto ancora è il 
progressivo sorgere di nuove varianti, con spettro d’ospite comprendente anche 
l’uomo, ad opera delle mutazioni e dei riarrangiamenti che si operano in questi 
microrganismi.  
La seconda considerazione è che effettivamente il complesso MAC si dimostra, 
anche in questa casistica, il patogeno predominante per l’uomo (Figura 5).  
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Figura 5. Andamento annuale del numero d’isolati di Mycobacterium 
avium/avium complex   
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Per quanto riguarda le localizzazioni dei processi patologici da cui sono stati 
prelevati i campioni, esse riflettono, in generale, le sedi prevalentemente 
colonizzate dai MNT secondo la letteratura. Di 74 campioni è nota la sede di 
prelievo (Figura 6) 
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Figura 6. Isolati per sede di prelievo 
 
In Figura 7 sono riportati gli isolati di MNT in relazione alle sedi di prelievo: in 
particolare, dei 56 campioni  respiratori, 26 sono identificati come MAC, 8 come 
M. xenopi, 8 come M. gordonae,  14 appartengono a specie diverse che sono state 
considerate insieme data l’esiguità del loro ritrovamento. Di queste ultime, due 
ceppi sono stati definiti come Mycobacterium sp, in quanto reagivano con la sonda 
molecolare genere-specifica, ma non con le sonde disponibili commercialmente, 
probabilmente perché rari o nuove specie.  
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Relativamente ai campioni non respiratori, in 8 dei 9 campioni provenienti da 
linfonodi, è stato ritrovato MAC, in uno M. marinum; dai 2 campioni da 
emocoltura è stato isolato MAC; dal tratto urinario sono stati isolati 2 M. 
fortuitum/fortuitum complex, ed 1 M. gordonae; dal liquido sinoviale sono stati 
isolati in un caso MAC e nell’altro M. fortuitum; dall’unico campione proveniente 
dal tratto gastroenterico, è stato isolato MAC; infine dal  campione di cute è stato 
isolato M. abscessus. 
Di 25 campioni, è ignota la sede del prelievo, perché sono stati inviati per 
l’identificazione già isolati; di questi, 18 sono identificati come MAC, 4 come M. 
gordonae, 2 come M. chelonae complex, ed 1 come M. xenopi (Figura 7, colonna 1) 
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Figura 7.  Numero e specie di MNT suddivisi per sede d’isolamento 
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Si possono segnalare alcuni aspetti interessanti relativi all’epidemiologia di due 
specie di MNT, come emergono dalla presente casistica. Un primo aspetto 
riguarda M. xenopi che in accordo con l’abituale nicchia ecologica e con il 
meccanismo patogenetico, dà luogo esclusivamente ad infezioni broncopolmonari. 
L’altro aspetto riguarda M. gordonae, il micobatterio più ubiquitario, isolato con 
facilità da qualunque ambiente sia suolo sia acqua (da qui il suo vecchio nome: M. 
aquae), il quale non presenta, secondo letteratura, una importante patogenicità, 
tanto è vero che l'isolamento di questo microrganismo nelle colture di espettorato 
generalmente non è considerato clinicamente significativo.  Quale significato dare 
a questo ritrovamento? 
Tra i nostri pazienti prevale lievemente il sesso maschile rispetto a quello 
femminile (Figura 8). Questo dato è più evidente considerando MAC e M.xenopi 
(Figura 9).   
Distribuzione nei due sessi
Casi totali: 99
55
44
maschi
femmine
 
Figura 8. 
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Figura 9. Casistica suddivisa per specie isolate per sesso 
 
Una possibile spiegazione può risiedere nel fatto che questi due patogeni sono 
quelli maggiormente coinvolti nelle localizzazioni polmonari. La patologia cronica 
polmonare che agisce come fattore favorente di queste infezione è prevalente nei 
soggetti di sesso maschile. 
 
Analizzando invece la nostra casistica per classi d’età (Figura 10), per quei 
pazienti di cui è nota, osserviamo che le due più frequentemente coinvolte, sono 
quella compresa tra i 70 e gli 80 anni, seguita da quella fra i 60 e i 70.  Anche i 
MNT non avium, presentano questi 2 picchi di frequenza. Le età estreme, cioè 
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dalla nascita ai circa 30 anni ed oltre i 90 anni, sono di esclusivo appannaggio di 
MAC, con un picco di frequenza nella prima decade di vita. Questi nostri dati 
collimano con quelli della letteratura internazionale dove, in effetti, l’infezione si 
riscontra soprattutto nei maschi anziani immunocompetenti, 
broncopneumopatici, per quanto riguarda l’interessamento broncopolmonare e nei 
giovani per quel che riguarda l’interessamento linfonodale laterocervicale.  
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Figura 10. Isolati MNT per classi di età e specie 
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4.2  Esame batterioscopico 
 
L’esame microscopico è, in genere, un test di screening rapido, semplice e poco 
costoso che dà l’informazione primaria sulla presenza o meno nel campione clinico 
di bacilli alcool-acido resistenti. Presenta alcuni limiti; in primo luogo la scarsa 
sensibilità, in secondo luogo l’inefficacia diagnostica per i campioni ematici, a 
causa dell’estremamente bassa carica batterica. La valutazione quantitativa del 
numero di batteri presenti (batteri osservati per campo) può essere eventualmente 
utile per valutare l’efficacia della terapia.  
Considerando la nostra casistica, osserviamo che il numero delle indagini 
batterioscopiche positive, è molto basso. Su 71 campioni (si escludono i casi di 
invio da coltura, o di campione ematico), il microrganismo è stato osservato 
all’esame microscopico diretto, solo sei volte (8.45%); negli altri 65 pazienti 
l’esame è risultato negativo, nonostante vi sia stata crescita in coltura di 
micobatteri non tubercolari. In 5 dei casi positivi, lo score  era 1+ (da 1 a 9 bacilli 
AAR in 100 campi); in un solo caso lo score arrivava a 2+ (da 1 a 9 bacilli AAR in 
10 campi). Dei nostri sei campioni clinici positivi, quattro provenivano 
dall’apparato broncopolmonare: ciò concorda con i dati della letteratura secondo 
cui i fluidi broncopolmonari sono i campioni  in cui l’esame microscopico offre i più 
elevati livelli di sensibilità (Figura 11).  
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Figura 11. Risultato dell’esame batterioscopico per sede di prelievo 
 
Dobbiamo chiederci perché vi sia un così basso indice di positività.   
Potrebbe essere un limite intrinseco dell’esame stesso che, com’è noto, correla 
bene con la coltura (gold standard) solo nelle fasi avanzate di malattia. Quasi 
certamente, nella nostra casistica, si tratta di indagini effettuate ai primi sintomi. 
E’ legato al fatto che queste infezioni siano di per sé paucibacillari anche a 
causa di un pattern di crescita lento di questi microrganismi? 
Una possibile causa di falsa negatività potrebbe essere legata alla variabile 
capacità di trattenere la carbolfucsina dopo la colorazione.  
Anche errori tecnici e la scarsa esperienza dell’operatore possono essere in gioco 
nell’incrementare il numero dei risultati negativi 
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In 3 dei 6 campioni con test batterioscopico positivo, è stato isolato M. avium 
complex (Figura 12), ma, osservando gli altri dati a nostra disposizione, non è 
possibile evidenziare alcuna associazione, tra questa positività ed altre 
caratteristiche relative al paziente o alla sede di campionamento. E’ probabile vi 
sia una correlazione con l’acuzie della malattia come di norma avviene per questo 
test. 
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Figura 12. Risultato dell’esame batterioscopico per isolato MNT 
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4.3   Farmaco-sensibilità per MAC  
 
Abbiamo a disposizione dati relativi alla valutazione della sensibilità verso 
alcuni agenti chemioterapici, solo per i 56 campioni appartenenti alla specie MAC, 
sui 99 totali della nostra casisitica. Nel biennio 2009-2010 e, per un solo isolato, nel 
2011, (17 campioni) è stata testata la sensibilità verso tre dei farmaci a 
disposizione per il trattamento di quest’infezione: etambutolo, claritromicina e 
rifabutina. Per i restanti 39 isolati abbiamo solo il valore di sensibilità relativo alla 
claritromicina. La mancata esecuzione dei test di sensibilità in vitro per 
etambutolo e rifabutina dal 2011 in poi, è, probabilmente, una conseguenza della 
loro incompleta standardizzazione e dell’accertata scarsa correlazione fra i risultati 
in vitro e l’efficacia in vivo per questi due farmaci. Il test per la claritromicina, al 
contrario, correla pienamente con l’efficacia terapeutica. Nonostante i limiti di 
significatività su riferiti per i test relativi ad etambutolo e rifabutina, prendiamo 
comunque in considerazione i risultati dei primi 17 campioni. Per quanto riguarda 
l’etambutolo il numero degli isolati risultati sensibili è stato 7, di quelli a 
sensibilità intermedia 5 e di quelli resistenti sempre 5; per la rifabutina, i valori 
sono stati rispettivamente 9, 1 e 7 e per la claritromicina, 14, 2, 1. Per quanto 
riguarda gli altri 39 casi testati, in 38 la claritromicina risulta sensibile e solo in 
uno presenta resistenza (Figura 13). 
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Figura 13. Sensibilità a etambutolo, claritromicina e rifabutina. 
     S: sensibile; R: resistente; I: sensibilità intermedia 
 
Questi dati sono in accordo con quelli internazionali che indicano questo 
farmaco come prima scelta terapeutica, anche per la sua bassa tossicità. 
L’etambutolo si dimostra efficace in vitro (sensibilità piena più intermedia) in un 
numero minore di casi: ciò può essere legato anche alla sua natura di agente 
batteriostatico, in quanto interferisce con la sintesi di arabinogalattano della 
parete micobatterica. La rifabutina, antibiotico battericida del gruppo delle 
rifamicine, risulta il meno efficace in vitro. E’ interessante notare come gli unici 
due casi di resistenza al macrolide, riguardino gli isolati da infezioni polmonari di 
due soggetti anziani (77 e 89 anni) di sesso femminile. Queste caratteristiche 
cliniche sono suggestive per una sindrome di Lady Windermere che per essere 
confermata, ha bisogno della dimostrazione di un’aumentata eterogeneità genetica 
dei ceppi coinvolti. 
Analizzando la distribuzione dei dati in relazione alla localizzazione 
dell’infezione, è evidente una prevalenza di MAC resistenti quando isolati 
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dall’apparato broncopolmonare. Se poi si considera, per ciascuno dei tre farmaci, 
la distribuzione delle sensibilità e delle resistenze in vitro, in base all’età dei 
pazienti, è negli isolati dai soggetti più giovani che si osserva il maggior numero di 
MAC sensibili. I casi di resistenza si osservano più frequentemente tra i 70 e gli 80 
anni. 
Il fattore che più si associa ad uno squilibrio della distribuzione della resistenza 
ai farmaci è il sesso. Nel sesso femminile si osserva il maggior numero di casi di 
resistenze e di moderate sensibilità: l’etambutolo, non risulta mai completamente 
sensibile in nessuna delle nostre pazienti.  
Possiamo concludere dicendo che se dobbiamo formulare una prognosi, i 
maggiori rischi sono associati a pazienti di sesso femminile di circa 75 anni di età 
con infezione localizzata al tratto respiratorio; minori rischi sono associati a 
pazienti giovani, di sesso maschile con infezione localizzata al di fuori di questo 
apparato. 
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5.   CONCLUSIONI 
 
La nostra casistica si estende per un quinquennio: si adatta dunque, sia a 
considerazioni quantitative di valore assoluto che a valutazioni evolutive. I MNT 
sono ormai responsabili di più di un quarto della patologia da Micobatteri. In 
cinque anni gli isolati di questi microrganismi sono triplicati (da 11 a 33). 
MNT sono stati isolati in 99 casi  derivati da 96 pazienti: in 56 di essi si trattava 
di microrganismi appartenenti al MAC, responsabile di più della metà delle 
infezioni. C’è da segnalare che la percentuale di MNT non MAC cresce 
rapidamente, da meno di 1/3 degli isolati nel 2009 a 2/3  nel 2013 con molte specie 
rappresentate, e, sempre nell’ultimo anno, si registra la presenza di 2 
Mycobacterium spp. non identificabili con gli strumenti diagnostici a nostra 
disposizione. Nella nostra casistica, vi è una leggera prevalenza di infezioni nel 
sesso maschile (5 maschi vs 44 donne). Per quanto riguarda l’età, anche nel nostro 
campione, come nella letteratura internazionale, le frequenze più elevate di 
infezione sono tra i 60  e gli 80 anni. E’ in questo ambito che si registra la 
maggiore variabilità di specie coinvolte. Fino ai 30 anni ed oltre i 90 è stato isolato 
solo MAC.  
La sede più frequentemente interessata è di gran lunga il sistema 
broncopolmonare: 56 casi sui 74 di cui è nota la sede anatomica del 
campionamento. Al secondo posto, ma molto distanziata, troviamo la sede 
linfonodale con 9 isolati; in entrambi i casi e soprattutto per quest’ultima, MAC è 
l’agente patogeno prevalente. Si conferma anche nel nostro campione, il polmone 
come esclusiva sede di infezione per M. xenopi. 
La presenza di bacilli alcool-acido resistenti nel materiale proveniente dal 
focolaio d’infezione, è stata verificata, là dove possibile, anche con la sua ricerca 
diretta (esame batterioscopico). Questa verifica risultava positiva nella nostra 
casistica in 6 casi su 71 campioni testati. E’ stata confermata la prevalenza di 
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risultati positivi nel materiale di provenienza broncopolmonare (4 dei 6 campioni) 
in accordo con quanto già osservato. Pochi sono però gli esami positivi e dobbiamo 
chiederci le ragioni di questa bassa percentuale.  
Gli isolati MAC della nostra casisitica sono in 31 casi appannaggio di maschi e in 
25 di femmine: nella grande maggioranza dei casi  ( 52 su 56) si mostrano sensibili 
al macrolide claritromicina nei test in vitro. Vista la comprovata correlazione tra 
questi risultati e l’efficacia terapeutica in vivo, questo farmaco rappresenta la 
prima scelta terapeutica.  
Per quanto riguarda i test di sensibilità in vitro, i microrganismi che infettano il 
sesso femminile, più frequentemente presentano resistenza o moderata sensibilità. 
I due casi di resistenza alla claritromicina, appartengono a due donne anziane con 
infezione polmonare: se fosse stata dimostrata un’aumentata eterogeneità genetica 
dei ceppi coinvolti, avremmo disegnato il grave quadro della sindrome di  Lady 
Windermere e l’eterogeneità genetica potrebbe essere alla base della resistenza al 
macrolide.  
In conclusione, nella nostra casisitica, la patologia da MNT sembra riguardare 
prevalentemente maschi anziani ed esplicarsi in infezioni polmonari dovute al 
locale generarsi di un “locus minoris resistentiae “da patologia cronica. 
E’ opportuno porre grande attenzione verso questi agenti patogeni ed 
all’evoluzione della loro presenza nel territorio che appare in rapida crescita, sia da 
un punto di vista qualititativo sia nel numero di specie coinvolte. Vista la grande 
variabilità ambientale e lavorativa dell’area vasta nord-ovest, con presenza di 
ambiti particolari ben definiti (geotermia, lavoratori del marmo, floricoltori ecc..) 
sarebbe interessante verificare se vi è qualche correlazione tra questi particolari 
ambiti ed una singola specie di MNT.   
Il MAC è senz’altro il protagonista del lento espandersi di questi microrganismi, 
anche se le altre specie appaiono presenti ed anzi anch’esse in espansione. 
     
 52 
BIBLIOGRAFIA 
 
I. Abubakar, D. Myhill, S.H. Aliyu, P.R. Hunter 2008 
Detection of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis from patients with Crohn’s 
disease using nucleic acid-based techniques: a systematic review and meta-analysis 
Inflamm. Bowel Dis., 14 (2008), pp. 401–410 
 
 
D.C. Alexander, C.Y. Turenne, M.A. Behr 2009 
Insertion and deletion events that define the pathogen Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis 
J. Bacteriol., 191 (2009), pp. 1018–1025 
 
 
W.Y. Ayele, M. Bartos, P. Svastova, I. Pavlik  2004 
Distribution of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in organs of naturally infected 
bull-calves and breeding bulls 
Vet. Microbiol., 103 (2004), pp. 209–217 
 
 
J.P. Bannantine, C.W. Wu, C. Hsu, S. Zhou, D.C. Schwartz, D.O. Bayles, M.L. Paustian, 
D.P. Alt, S. Sreevatsan, V. Kapur, A.M. Talaat 2012 
Genome sequencing of ovine isolates of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis 
offers insights into host association 
BMC Genomics, 13 (2012), p. 89 
 
 
J.P. Bannantine, Q. Zhang, L.L. Li, V. Kapur 2003 
Genomic homogeneity between Mycobacterium avium subsp. avium and Mycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis belies their divergent growth rates 
BMC Microbiol., 3 (2003), p. 10 
 
 
R. Bauerfeind, S. Benazzi, R. Weiss, T. Schliesser, H. Willems, G. Baljer 1996 
Molecular characterization of Mycobacterium paratuberculosis isolates from sheep, goats, and 
cattle by hybridization with a DNA probe to insertion element IS900 
J. Clin. Microbiol., 34 (1996), pp. 1617–1621 
 
 
British Thoracic Society Research Committee 2002 
Pulmonary disease caused by Mycobacterium avium-intracellulare in HIV-negative patients: 
5-year follow-up of patients receiving standardized treatment. 
Int. J. Tuberc. Lung Dis. 6: 628-634  
 
 
 
 
 53 
L.E. Bruijnesteijn van Coppenraet, P.E. de Haas, J.A. Lindeboom, E.J. Kuijper, D. Van 
Soolingen 2008 
Lymphadenitis in children is caused by Mycobacterium avium hominissuis and not related to 
‘bird tuberculosis’ 2008 
Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., 27 (2008), pp. 293–299 
 
 
T.J. Bull, K. Sidi-Boumedine, E.J. McMinn, K. Stevenson, R. Pickup, J. Hermon-Taylor 
2003 
Mycobacterial interspersed repetitive units (MIRU) differentiate Mycobacterium avium 
subspecies paratuberculosis from other species of the Mycobacterium avium complex 
Mol. Cell. Probes, 17 (2003), pp. 157–164 
 
 
A. Camaggi 2013 
Recenti acquisizioni nella diagnostica microbiologica della malattia tubercolare 
IV Congresso nazionale FITELAB 
Roma - Giugno 2013 
 
 
E. Castellanos, A. Aranaz, L. de Juan, J. Alvarez, S. Rodríguez, B. Romero, J. Bezos, K. 
Stevenson, A. Mateos, L. Domínguez 2009b 
Single nucleotide polymorphisms in the IS900 sequence of Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis are strain type specific  
J. Clin. Microbiol., 47 (2009), pp. 2260–2264 
 
 
K. Chiers, P. Deschaght, T. De Baere, S. Dabrowski, R. Kotlowski, D. De Clercq, R. 
Ducatelle, M. Vaneechoutte 2012 
Isolation and identification of Mycobacterium avium subspecies silvaticum from a horse 
Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis., 35 (2012), pp. 303–307 
 
 
J.O. Falkinham 3rd 1996 
Epidemiology of infection by nontuberculous mycobacteria 
Clin. Microbiol. Rev., 9 (1996), pp. 177–215 
 
 
J.O. Falkinham 3rd 2013 
Ecology of nontuberculous mycobacteria–where do human infections come from? 
Semin. Respir. Crit. Care Med., 34 (2013), pp. 95–102 
 
 
R. Frothingham, K.H. Wilson 1993 
Sequence-based differentiation of strains in the Mycobacterium avium complex 
J. Bacteriol., 175 (1993), pp. 2818–2825 
 
 
 
 54 
R. Frothingham, K.H. Wilson 1994 
Molecular phylogeny of the Mycobacterium avium complex demonstrates clinically meaningful 
divisions 
J. Infect. Dis., 169 (1994), pp. 305–312 
 
 
T. Fujikane, S. Fujiuchi, Y. Yamazaki, H. Matsumoto, M. Takahashi, Y. Fujita, T. Shimizu, 
K. Kikuchi 2005 Efficacy and outcomes of clarithromycin treatment for pulmonary MAC 
disease. 
Int. J. Tuberc Lung Dis. (2005) 9: 1281-1287 
 
 
P.A. Green, C.F. von Reyn, P.R. Smith Jr. 1993 
Mycobacterium avium complex parotid lymphadenitis: successful therapy with clarithromycin 
and ethambutol 
Pediat. Infect. Dis. J. (1993) 12: 615-617 
  
 
D.E. Griffith e Coll 2007 
An officiale ATS/IDSA statement: diagnosis, treatment, and prevention of nontuberculous 
mycobacterial diseases 
Am. J. Resp. Crit. Care Med. 2007, 175, 367-416 
 
 
C. Guerrero, C. Bernasconi, D. Burki, T. Bodmer, A. Telenti 1995 
A novel insertion element from Mycobacterium avium, IS1245, is a specific target for analysis 
of strain relatedness 
J. Clin. Microbiol., 33 (1995), pp. 304–307 
 
 
E.D. Hilborn, T.C. Covert, M.A. Yakrus, S.I. Harris, S.F. Donnelly, E.W. Rice, S. Toney, 
S.A. Bailey, G.N. Stelma Jr. 2006 
Persistence of nontuberculous mycobacteria in a drinking water system after addition of 
filtration treatment 
Appl. Environ. Microbiol., 72 (2006), pp. 5864–5869 
 
 
T. Inagaki, K. Nishimori, T. Yagi, K. Ichikawa, M. Moriyama, T. Nakagawa, T. Shibayama, 
K. Uchiya, T. Nikai, K. Ogawa 2009 
Comparison of a variable-number tandem-repeat (VNTR) method for typing Mycobacterium 
avium with mycobacterial interspersed repetitive unit-VNTR and IS1245 restriction fragment 
length polymorphism typing 
J. Clin. Microbiol., 47 (2009), pp. 2156–2164 
 
 
C.B. Inderlied, C.A. Kemper, L.E. Bermudez 1993 
The Mycobacterium avium complex 
Clin. Microbiol. Rev., 6 (1993), pp. 266–310 
 
 55 
T. Iwamoto, C. Nakajima, Y. Nishiuchi, T. Kato, S. Yoshida, N. Nakanishi, A. Tamaru, Y. 
Tamura, Y. Suzuki, M. Nasu 2012 
Genetic diversity of Mycobacterium avium subsp. hominissuis strains isolated from humans, 
pigs, and human living environment 
Infect. Genet. Evol., 12 (2012), pp. 846–852 
 
 
T.B. Johansen, B. Djonne, M.R. Jensen, I. Olsen 2005 
Distribution of IS1311 and IS1245 in Mycobacterium avium subspecies revisited 
J. Clin. Microbiol., 43 (2005), pp. 2500–2502 
 
 
P.C. Karakousis, R.D. Moore, R.E. Chaisson 2004 
Mycobacterium avium complex in patients with HIV infection in the era of highly active 
antiretroviral therapy 
Lancet Infect. Dis., 4 (2004), pp. 557–565 
 
 
  SA. Longworth , C. Vinnard , I- Lee , KD.Sims ,  TD.Barton ,  EA. Blumberg  2014 
Risk factors for nontuberculous mycobacterial infections in solid organ transplant recipients:  
a case-control study. 
Transpl. Infect. Dis.  Febbraio 2014, 16 (1): 76-83  
 
 
A. McNabb, D. Eisler, K. Adie, M. Amos, M. Rodrigues, G. Stephens, W.A. Black, J. Isaac-
Renton 2004 
Assessment of partial sequencing of the 65-kilodalton heat shock protein gene (hsp65) for 
routine identification of Mycobacterium species isolated from clinical sources 
J. Clin. Microbiol., 43 (2004), pp. 3000–3011 
 
 
W. Mijs, P. de Haas, R. Rossau, T. Van der Laan, L. Rigouts, F. Portaels, D. van Soolingen 
2002 
Molecular evidence to support a proposal to reserve the designation Mycobacterium avium 
subsp. avium for bird-type isolates and M. avium subsp. hominissuis for the human/porcine 
type of M. avium 
Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 52 (2002), pp. 1505–1518 
 
 
M.T. Moss, Z.P. Malik, M.L. Tizard, E.P. Green, J.D. Sanderson, T.J. Hermon 1992 
IS902, an insertion element of the chronic-enteritis-causing Mycobacterium avium subsp. 
silvaticum 
J. Gen. Microbiol., 138 (1992), pp. 139–145 
 
 
C. Novi, L. Rindi, N. Lari, C. Garzelli 2000 
Molecular typing of Mycobacterium avium isolates by sequence of the 16S-23S rDNA internal 
transcribed spacer and comparison with the IS1245-based fingerprinting 
J. Med. Microbiol., 49 (2000), pp. 1091–1095 
 56 
KN Olivier; NTM in CF Study Group. 2004  
The natural history of nontuberculous mycobacteria in patients with cystic fibrosis.  
Paediatr Respir Rev. 2004;5 Suppl A:S213-6.  
 
 
M. Pate, M. Zolnir-Dovč, B. Krt, M. Ocepek 2008 
IS1245 RFLP-based genotyping study of Mycobacterium avium subsp. hominissuis isolates 
from pigs and humans 
Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis., 31 (2008), pp. 537–550 
 
 
M. Pate, D. Kušar, M. Zolnir-Dovč, M. Ocepek 2011 
MIRU-VNTR typing of Mycobacterium avium in animals and humans: heterogeneity of 
Mycobacterium avium subsp. hominissuis versus homogeneity of Mycobacterium avium subsp. 
avium strains 
Res. Vet. Sci., 91 (2011), pp. 376–381 
 
 
M.L. Paustian, X. Zhu, S. Sreevatsan, S. Robbe-Austerman, V. Kapur, J.P. Bannantine  
2008 
Comparative genomic analysis of Mycobacterium avium subspecies obtained from multiple 
host species 
BMC Genomics, 9 (2008), pp. 135–149 
 
 
G.E. Pfyffer, B.A. Brown-Elliott, R.J. Wallace 2007 
Mycobacterium: general characteristics, laboratory detection, and staining procedures 
P.R. Murray, E.J. Baron, J.H. Jorgensen, M.L. Landry, M.A. Pfaller (Eds.), Manual of 
Clinical Microbiology, American Society for Microbiology, Washington, DC (2007), pp. 543–572 
 
 
N. Radomski, V.C. Thibault, C. Karoui, K. de Cruz, T. Cochard, C. Gutiérrez, P. Supply, F. 
Biet, M.L. Boschiroli 2010 
Determination of genotypic diversity of Mycobacterium avium subspecies from human and 
animal origins by mycobacterial interspersed repetitive-unit-variable-number tandem-repeat 
and IS1311 restriction fragment length polymorphism typing methods 
J. Clin. Microbiol., 48 (2010), pp. 1026–1034 
 
 
L. Rindi, A. Buzzigoli, C. Medici, C. Garzelli 2013 
High phylogenetic proximity of isolates of Mycobacterium avium subsp. hominissuis over a 
two decades-period 
Infect. Genet. Evol., 16 (2013), pp. 99–102 
 
 
L. Rindi, C. Garzelli 2014 
Genetic diversity and phylogeny of Mycobacterium avium 
Infection, Genetics and Evolution 21 (2014) 375–383 
 
 57 
M.P. Roiz, E. Palenque, C. Guerrero, M.J. Garcia 1995 
Use of restriction fragment length polymorphism as a genetic marker for typing 
Mycobacterium avium strains 
J. Clin. Microbiol., 33 (1995), pp. 1389–1391 
 
 
E.H. Runyon 1970 
Identification of mycobacterial pathogens utilizing colony characteristics.  
Am.J.Clin.Pathol. 54:578-586. 
 
 
C. Scarparo 2011 
Le tecniche molecolari nella diagnosi delle infezioni da micobatteri 
1° congresso Newmicro  
Trento - Gennaio 2011 
 
 
M. Semret, C.Y. Turenne, M.A. Behr 2006a 
Insertion sequence IS900 revisited 
J. Clin. Microbiol., 44 (2006), pp. 1081–1083 
 
 
M. Semret, C.Y. Turenne, P. de Haas, D.M. Collins, M.A. Behr 2006b 
Differentiating host-associated variants of Mycobacterium avium by PCR for detection of 
large sequence polymorphisms 
J. Clin. Microbiol., 44 (2006), pp. 881–887 
  
 
J.E. Shitaye, L. Matlova, A. Horvathova, M. Moravkova, L. Dvorska-Bartosova, F. Treml, 
J. Lamka, I. Pavlik 2008 
Mycobacterium avium subsp. avium distribution studied in a naturally infected hen flock and 
in the environment by culture, serotyping and IS901 RFLP methods 
Vet. Microbiol., 127 (2008), pp. 155–164 
 
 
S. Smole, F. Mc Aleese, J. Ngampasutadol, D. Robert 2002 
Clinical and epidemiological correlates of genotypes within the Mycobacterium avium complex 
defined by restriction and sequence analysis of hsp65 
J. Clin. Microbiol., 40 (2002), pp. 3374–3380 
 
 
J.S. Sohal, S.V. Singh, P.K. Singh, A.V. Singh 2010 
On the evolution of ‘Indian Bison type’ of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis 
Microbiol. Res., 165 (2010), pp. 163–171 
 
 
 
 
 
 58 
A. Telenti, F. Marchesi, M. Balz, F. Bally, E.C. Bottger, T. Bodmer 1993 
Rapid identification of mycobacteria to the species level by polymerase chain reaction and 
restriction enzyme analysis 
J. Clin. Microbiol., 31 (1993), pp. 175–178 
 
 
J. Thegerström, V. Romanus, V. Friman, L. Brudin, P.D. Haemig, B. Olsen 2008 
Mycobacterium avium  lymphadenopathy among children, Sweden. 
Emerging Infectious Diseases 14 (2008) n° 4 pp. 661-663 
  
 
T. Tirkkonen, J. Pakarinen, E. Rintala, T. Ali-Vehmas, H. Marttila, O.A. Peltoniemi, J. 
Mäkinen  2010 
Comparison of variable-number tandem-repeat markers typing and IS1245 restriction 
fragment length polymorphism fingerprinting of Mycobacterium avium subsp. hominissuis from 
human and porcine origins 
Acta Vet. Scand., 52 (2010), p. 21 
 
 
E. Tortoli 2003 Impact of genotypic studies on mycobacterial taxonomy: the new 
mycobacteria of the 1990.  
Clin.Microbiol.Rev. 16 319-354.   
 
 
E. Tortoli, C. Piersimoni, C. Scarparo, D. M. Cirillo 2013 
Micobatteriologia clinica 
CEA editore, 2° edizione (2013) 
 
 
C.Y. Turenne, M. Semret, D.V. Cousins, D.M. Collins, M.A. Behr 2006 
Sequencing of hsp65 distinguishes among subsets of the Mycobacterium avium complex 
J. Clin. Microbiol., 44 (2006), pp. 433–440 
 
 
C.Y. Turenne, R. Wallace, M.A. Behr 2007 
Mycobacterium avium in the postgenomic era 
Clin. Microbiol. Rev., 20 (2007), pp. 205–229 
 
 
C.Y. Turenne, D.M. Collins, D.C. Alexander, M.A. Behr 2008 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis and M. avium subsp. avium are independently 
evolved pathogenic clones of a much broader group of M. avium organisms 
J. Bacteriol., 190 (2008), pp. 2479–2487 
 
 
 
 
 
 59 
K. Uchiya, H. Takahashi, T. Yagi, M. Moriyama, T. Inagaki, K. Ichikawa, T. Nakagawa, T. 
Nikai, K. Ogawa 2013 
Comparative genome analysis of Mycobacterium avium revealed genetic diversity in strains 
that cause pulmonary and disseminated disease 
PLoS One, 8 (2013), p. e71831 
 
M.J. Vaerewijck, G. Huys, J.C. Palomino, J. Swings, F. Portaels 2005 
Mycobacteria in drinking water distribution systems: ecology and significance for human 
health 
FEMS Microbiol. Rev., 29 (2005), pp. 911–934 
 
 
D. Van Soolingen, J. Bauer, V. Ritacco, S.C. Leao, I. Pavlik, V. Vincent, N. Rastogi, A. 
Gori, T. Bodmer, C. Garzelli, M.J. Garcia 1998 
IS1245 restriction fragment length polymorphism typing of Mycobacterium avium isolates: 
proposal for standardization 
J. Clin. Microbiol., 36 (1998), pp. 3051–3054 
 
 
C.F. von Reyn, J.N. Maslow, T.W. Barber, J.O. Falkinham III, R.D. Arbeit 1994 
Persistent colonisation of potable water as a source of Mycobacterium avium infection in 
AIDS 
Lancet, 343 (1994), pp. 1137–1141 
 
 
C.W. Wu, J. Glasner, M. Collins, S. Naser, A.M. Talaat 2006 
Whole-genome plasticity among Mycobacterium avium subspecies: insights from comparative 
genomic hybridizations 
J. Bacteriol., 188 (2006), pp. 711–723 
 
 
M. Zavanella e coll. 2012 
Micobatteri atipici patogeni del futuro? 
Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zootecniche Brescia Gennaio 2012 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
